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RESUMO

A biologia molecular e tecnologias relacionadas tiveram um avango espetacular nos dltimos anos, ao contrdrio da microscopia de rotina. A contribuigio
dos testes de DNA para HPV como triagem de mulheres com anormalidades de baixo grau ou diagndstico impreciso em esfregagos de colo uterino parece
ser valiosa, auxiliando na conduta clinica. O uso em larga escala dos testes para HPV necessita de estudos prospectivos em andamento utilizando grandes
populagdes de pacientes de rotina clinica. E esperado que os resultados tragam dados para as expectativas em relagiio ao valor dos testes para HPV na triagem
de precursores de cincer de colo uterino, sua contribuigio na triagem diagndstica de pacientes com laudos de citologia inconclusivos e para o controle de
qualidade da exceléncia em citopatologia.
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ABSTRACT

The molecular biology and related technologies had made impressive advances in the last decades, differently from routine optical microscopy. The
contribution of those recent DNA tests to the detection of HPV in screening female low grade lesions and inconclusive diagnosis in cervical smears are
valious, improving clinical management. The large scale use of HPV test still needs prospective studies evaluating greater populations of clinical routine.
It is worth to expect that the new data will clarify the usefulness f HPV detection in screening cancer precursors, contributing in diagnostic screening of
patients at higher risk for cancer and to help in improve citopathology as a quality control.
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INTRODUCAO

Avangos da biologia molecular, nas dltimas décadas,
aumentaram indubitavelmente nossa compreensio da rela-
¢io entre o Papilomavirus Humano (HPV) e a neoplasia cervi-
cal. No comeco dos anos oitenta, a biologia molecular trouxe
informacgdes principalmente sobre a interagio virus—célula e
sua relagdo com a carcinogénese. Posteriormente, foram iden-
tificadas alteragdes morfolégicas induzidas pelo virus e, mais
recentemente, passamos a utilizar potentes testes de detec-
¢do viral para diagnosticar alteragdes compativeis com HPV,
o que tem sido o centro das atengdes cientificas.

Em estudos utilizando técnicas de mensuragio viral foi
confirmado que determinados tipos de HPV s@o a causa cen-
tral de desenvolvimento do cincer cervical e seus precurso-
res. Além disso, tecnologias desenvolvidas nessa drea pro-
moveram avangos na nossa compreensio do processo preci-
so de detecgio e tipagem do HPV bem como na investigagio
e diagndstico de Ics()cjs relacionadas com o virus (para revi-
sdo — Ferenczy, 1995) . Este artigo faz uma revisio sobre os
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testes de HPV desenvolvidos, seus protocolos de investiga-
¢io e diagnéstico, assim como dos controles de qualidade
dos estudos patolégicos e citoldgicos do virus.

METODOS DE INVESTIGACAO DO DNA DO HPY

Hé vdrias técnicas disponiveis para demonstrar a pre-
senga do DNA dos HPVs. O teste de hibridizagdo por Sou-
thern Blot vem sendo usado em virios experimentos labora-
toriais e €, ainda, o padrido ouro para detec¢io do DNA do
HPV. Este teste tem alta sensibilidade e pode detectar uma
inica cépia viral por célula. Além disso, este teste distingue
os diferentes tipos de HPV. Por ser complexa, consumir muito
tempo e necessitar de tecidos a fresco, essa técnica € impro-
pria para uso clinico. A hibridizagido por Dot Blot é a simpli-
ficagio do Método de Southern Blot. O Dot Blot é ficil de
usar, de baixo custo e possui_sensibilidade similar & do Sou-
thern Blot (Schiffman, 1991)". O Food and Drug Administra-
tion - FDA dos Estados Unidos aprovou o uso clinico dos
testes de Dot Blot, de nome comercial Virapapi e Viratypei
(Digene Diagnostics Inc., Silverspring, MD). Amostras para
detecgiio do DNA dos Papilomavirus tém sido coletadas com
auxilio de escova cervical e um tubo coletor para o transpor-
te. O teste Virapapi usa um limite de 3 pg/ml de amostra.
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Utiliza-se de um coquetel radioativo de RNA do virus dos
tipos 6, 11, 18, 31, 33 e 35. O Virarypeii distingue tipos de
baixo risco (6 e 11) daqueles de alto risco (16 e 18) e de risco
intermedidrio (31,33,35). Para se aumentar a sensibilidade de
detecgdo do DNA do HPV, este tem sido aprimorado com a
adigdo de 7 novos tipos de HPV, que foram mais recentemen-
te descritos. Sdo eles: 42, 43, 44 (baixo risco), 51, 52,45 e 56
(risco intermedidrio/alto). Esses 14 tipos sio os mais encon-
trados nos cinceres e pré-cinceres de colo e de outras regi-
des do trato genital baixo. Recentemente desenvolvido pela
Digene Diagnéstics Inc., estd a tio falada captura hibrida de
DNA viral. Esse teste possui 18 tipos de HPV associados em
dois grupos: baixo e alto risco. A Captura Hibrida utiliza a
técnica de hibridizagdo sanduiche, na qual um hibrido, for-
mado por DNA de HPV da lesdo com RNA complementar do
mesmo € capturado por um anticorpo anti-hibrido ¢ o com-
plexo e colocado em reagdo com fosfatase alcalina e substra-
to quimioluminescente. A luz emitida sofre uma leitura em
espectrofotdmetro, dando uma medida precisa. O teste de-
tecta presenga ou auséncia de DNA do papilomavirus, quan-
do tipos virais de baixo ou alto risco oncogénico estdo pre-
sentes, e fornece medidas quantitativas dos tipos presentes,
embora sua significincia clinica nio esteja ainda determina-
da. A sensibilidade da Captura Hibrida é seme[hante a da
Hibridizagdo com Southern Blot (Ferenczy, 1995}

Outros métodos de detecgio do DNA de HPV utilizam a
tecnologia de Hibridizagio in situ (Enzo) com amostras nio
radioativas de HPV (6, 11, 16, 18, 31, 33, 35) em tecidos histo-
l6gicos embebidos em parafina. A técnica permite uma avali-
acdo da relagiio entre o HPV e a morfologia dos espécimes
histol6gicos. Como a sensibilidade da Hibridizagio in siru é
de 20 a 50 virus por cé[ula, resultados positivos tém valor
clinico (Lorincz, 1989)

A mais sensivel técnica de detecgio de HPV €, sem
divida, a Reagiio em Cadeia da Polimerase (PCR com Primer
L1). Esse método é baseado na amplificagio enzimdtica in
vitro do DNA do HPV. Neste, o primer de consenso, L1, é
usado para a detec¢do de um gene do virus. A principio, a
quantidade de copias minima detectada do virus é de uma
unidade , mas, na prdtica, esse valor sobe para cerca de 100
virus. O PCR € relativamente fécil de usar, os resultados pos-
suem leitura mecdnica, ndio subjetiva, o que permite diferen-
ciacdo de tipos. Sua alta sensibilidade é potencialmente uma
desvantagem, uma vez que a contaminagdo cruzada entre
amostras pode ocorrer, representando um alto indice de re-
sultados falsos positivos. No entanto, a importincia clinica
da detecgiio de baixa quantidade de virus na amostra ainda
nio estd muito clara. Hoje, o PCR nio é ainda uma tecnologia
molecular padronizada, ainda nio estd sendo aprovada para
detecgiio clinica de DNA do Papilomavirus pelo FDA, , mas é
uma grande ferramenta diagnéstica (Schiffman, 1992)

Desconsiderando o teste utilizado, a presenca do HPV
€ influenciada por vdrios fatores, incluindo idade, fase do
ciclo menstrual, horménios exégenos e imunocompeténcia.
Altos indices de detecgiio foram observados em mulheres
jovens, grdvidas e/ou imunossuprimidas. Em todas essas si-
tuagoes, a replicacdio viral estd altamente ligada a cargas vi-
rais elevados, levando a uma grande probabilidade de detec-
¢do do DNA viral.

REGRAS CLINICAS PARA TIPAGEM DO HPV

A importincia clinica do teste viral pode ser observada

em trés aspectos:

— investigacdo de mulheres com alto risco de terem
lesdes pré-malignas;

— investigagido de mulheres com alteragdes de baixo
grau em seus esfregagos citoldgicos que tém tipos
de HPV de alto risco;

—  promogio de controle de qualidade de diagnésti-
cos histolégicos e citolégicos.

INVESTIGAGAO UTILIZANDO TESTES DE DETECCAO DE HPV

A investigacio de uma doenga requer que o teste ou
testes empregados possuam alta sensibilidade e especifici-
dade de detectd-la. Sensibilidade se refere ao nimero de pa-
cientes com a doenga que tém resultado positivo no teste em
questdo enquanto que especificidade mede a propor¢io de
pacientes com resultados positivos que possuem mesmo a
doenga em questdo. A citologia de colo uterino, por tanto
tempo utilizada como teste de triagem para detectar doenga
cervical, demonstrou altos indices de resultados falso-nega-
tivos (baixa sensibilidade), assim como falso-positivos (bai-
xa especificidade), com indices de 20% e maiores de 15%,
respectivamente. A utilizagdo dos testes de detecgiio do
DNA do HPV poderia reduzir os indices de falso-positivos e
falso-negativos dos testes e citologia, o que é um forte apelo
jd que tem sido vistas altas taxas de carcinoma invasivo em
mulheres jovens. Para reduzir os numerosos falso-negativos
e falso-positivos, pesquisadores sugerem uma rotina combi-
nada de cnolow:a com testes de detecgio de DNA viral (Reid
e Lorincz, 1991}

Em um estudo, Sherman et al (1994)6 observaram que
testes de detecgdo viral aumentou o nimero de pacientes
doentes de 68% (utilizando somente a citologia) para 89%
(utilizando os dois exames). No entanto, esse estudo inclui
mulheres com uma histéria de esfregacos anormais e nio
somente a populagdo de mulheres sob triagem de rotina. Te-
oricamente, pacientes com lesdes cervicais, mas com esfre-
gago cervical negativo, devem fazer o teste de deteccdo de
DNA viral e vice-versa. Resultados de estudos recentes
mostraram vdrios problemas nessas futuras combinagdes. O
maior fator limitante foi a dificuldade em aconselhar as mu-
lheres com infecgdo latente pelo virus. Estdo essas mulheres
em risco de desenvolver uma neoplasia intra-epitelial cervi-
cal. Se estdo, deveriam fazer colposcopia ou serem acompa-
nhadas por esfregagos cervicais em intervalos inferiores aos
normalmente recomendados (Cox et al, 1992) .

Mais recentemente, o valor diagnéstico de testes virais
para detectar precursores de alto grau de cincer cervical foi
demonstrado em ensaios clinicos utilizando o novo kit de
captura hibrida. Esses estudos incluem mais de 800 mulheres
com colposcopia prévia sugestiva de células escamosas ati-
picas com significado indeterminado (ASCUS) ou Lesdes
escamosas intraepiteliais de baixo grau (LSIL). A sensibili-
dade do teste viral misto, utilizando as 18 sondas ou somen-
te 9 (de risco oncogénico intermedidrio/alto), para detectar
NIC de alto grau, atingiu mdximo de 70 a 85%. Quando o
teste de detec¢do de DNA viral foi usado em conjunto com a
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citologia, os niveis de detec¢do de NIC foram de 93 a 100%.
Estes estudos, assim como os mencionados anteriormente,
foram realizados em populagdes ji sabidamente positivas e,
portanto, ndo se pode extrapold-los para popu]aqocs sob tri-
agem de rotina (Cox et al, 1992; Wright et al, 1995)".

O custo — beneficio dos testes de detecgio do DNA
viral pode talvez melhorar com o aumento de sua especifici-
dade. Isso pode ser feito limitando o uso para mulheres com
idade maior que 35 anos ou com alta persisténcia ou, ainda,
positivas para virus de alto potencial oncogénico bem como
com lesdes de alto grau e, finalmente, pacientes com alto
risco de desenvolver lesdes de alto grau, como pacientes
HIV-positivo. Nessas situagdes, um simples teste positivo €
considerado com maior significincia clinica do que nas ado-
lescentes ¢ menores de 20 anos, porque isso sugere forte-
mente a presenca de doensa persistente ou infecgio latente
por HPV (Schiffman, 1992) .

A prevaléncia de infecgdo latente por HPV em mulheres
acima de trinta anos € inferior a 10% e menos da metade
destas estdo associadas com virus de alto risco oncogénico,
como os tipos 16, 18, 45 ou 56. Observando a problemitica
do controle citolégico negativo, pacientes com teste de DNA
positivos ou mulheres com infecgio persistente e alteragio
de baixo grau possuem um baixo risco de desenvolver lestes
significantes, enquanto que aquelas com altos niveis de DNA
do virus talvez possuam alto risco c,le desenvolver NIC (Cox
et al, 199‘3) Koutsky er al.(1992) , em seu estudo de corte
de 241 mulheres, encontrou uma incidéncia cumulativa de
CIN de alto grau em dois anos, estando 28% entre aquelas
com persisténcia de testes de DNA positivos versus 3% en-
tre aquelas com teste de DNA negativo. Outros estudos in-
dicaram um risco elevado a NIC de alto grau, detectdvel &
citologia relacionado aqueles resultados positivos no teste
de DNA que perduram por 2 a 8 anos (Cavalcanti et al, 2000)

Isto mostra que mulheres com citologia negativa com
altos niveis de HPV de alto risco oncogénico talvez se bene-
ficiem com um exame colposcépico, e. se a doenga nio for
encontrada, talvez devam ser acompanhadas por 5 anos, de 6
em 6 meses, para a procura de NIC em estdgios iniciais.
Curiosamente, o risco de NIC retorna para niveis controla-
dos depois de 5 anos de positividade. Essas mulheres po-
dem, entdo, retornar aos seus exames de rotina. Quantificar o
DNA do HPV na amostra talvez seja importante para se ava-
liar se lesdes sub-clinicas estdo aptas a produzir mais copias
virais do que infecgdes latentes, e testes virais que quantifi-
cam o DNA, como o PCR, podem ser dteis para diferenciar
processos infecciosos. Como um todo, a epidemiologia ¢ os
dados moleculares suportam os valores preditivos da quan-
tificaciio dos testes de DNA em pacientes com citologia ne-
gativa com infecgdes latentes persmtemes com altos niveis
de DNA viral (Koutsky et al, 1992)

TRIAGEM DIAGNOSTICA PARA HPV

Um dos maiores debates em patologia do colo uterino
hoje estd concentrado na conduta clinica de pacientes com
resultados incertos, inconclusivos e baixo grau de neoplasia
(LSIL) em esfregacos corados pela técnica de Papanico-
laou. Uma corrente recomenda colposcopia para todas as
pacientes com diagndstico citolégico de atipia com base nos
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seguintes critérios: 1- Uma parcela significativa (7-20%) das
pacientes com ASCUS/LSIL apresentam na histopatologia
lesdes NIC de alto grau e 2- terapia para lesdes intraepiteliais
estio amplamente difundidas e tem grande eficdcia. A outra
corrente recomenda o acompanhamento ao invés de colpos-
copia e tratamento das pacientes com diagnéstico citolégico
de neoplasia de baixo grau. Segundo essa corrente mais de
60% das lesdes de baixo grau na citologia regridem esponta-
neamente, nio sdo lesdes teciduais iniciais, mas na realidade
representam falsos-positivos da citologia de condigdes be-
nignas ou variagdes normais do epitélio, por exemplo, meta-
plasias escamosas.

O sistema de Bethesda'~ foi criado para eliminar a con-
fusio no diagnéstico, reduzir erros da citologia e exames
excessivos e desnecessdrios, pois traz um sistema de termi-
nologia da citologia padronizado e simplificado. As duas
principais categorias nesse esquema de classificagdo sao
ASCUS e LSIL. A primeira substitui a classe II de Papanico-
laou e a segunda classe Il de Papanicolaou (displasia leve,
CIN I, atipia coilocititica com ou sem displasia, atipia condi-
lomatosa e efeito HPV). Infelizmente, classificagdes ndo ne-
cessariamente melhoram a exceléncia do diagnéstico, e nio
houve redugio de falso-positivos com a introdugdo da nova
terminologia.

Para remediar esta situagdio, foram propostas duas op-
¢oes para apurar de forma mais acurada o que realmente ¢
patolégico. Uma opc¢do é treinar mais colposcopistas com
alto grau de exceléncia. Porém, exceléncia em colposcopia s6
se adquire ap6s longo treinamento, e a interpretagdo da col-
poscopia é baseada em critérios subjetivos. A precisdo diag-
néstica e a capacidade de reprodugdo de lesoes de baixo
grau é de regular a pobre. Uma segunda estratégia seria o
uso de um teste baseado em medidas objetivas para que
mulheres com esfregagos ASCUS/LSIL fossem identificadas
como de alto risco para a presenga ou o desenvolvimento de
NIC de alto grau. Somente essas pacientes seriam submeti-
das & colposcopia, enquanto que as outras seriam acompa-
nhadas com exames citolégicos repetidos (Ferenczy, 1995) .

Métodos potencialmente interessantes seriam os tes-
tes para HPV como os ensaios de DNA sistema HPV Profile
(dot blor), a hibridizagdo in situ e a captura hibrida. Os estu-
dos que usaram esta tecnologia mostram um alto grau de
sensibilidade quando associada a citologia. Estudos recen-
tes com pacientes com esfregagos corados pelo Papanico-
laou apresentando discretas anormalidades, a combinagio
da citologia com teste de DNA para HPV (usando qualquer
dos testes de hibridizagiio) teve uma sensibilidade de 93/100
% para detectar NICs de alto grau (Terry er al, 2000). Final-
mente, o teste utilizando sondas de virus com alto e médio
potencial oncogénico identificaria pacientes com LSIL que
estio sob risco de evoluirem para alto grau CIN. Em estudo
prospectivo 29% das pacientes com lesdes morfoldgicas de
baixo grau mas com virus de alto potencial oncovcmcu 16/18
evoluiram para NIC I11/Ca (Cavalcanti er al., 2000)

Testes de biologia molecular para HPV tornam as deci-
soes na conduta clinica (colposcopia x acompanhamento)
mais fdceis, baseando-as em critérios objetivos, ao invés de
critérios morfolégicos e de colposcopia arbitrdrios. Segun-
do esse protocolo de triagem intermedidria, somente mulhe-
res com esfregagos com diagndstico de ASCUS/LSIL e teste
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positivo para HPV com alto potencial oncogénico seriam in-
dicadas a colposcopia. As pacientes cujo teste de HPV fos-
se negativo, e apresentassem aspecto normal da cél;vix ndo
teriam indicacdo para colposcopia (Cox er al, 1992) .

CONTROLE DE QUALIDADE COM O TESTE VIRAL

Estudos de correlagdo viral demostraram quanto maior
for a alreragdo morfolGgica na citologia ou na histologia, maior
€ o grau de positividade para HPV. Em um estudo recente
utilizando cinco patologistas e Southern blot e PCR para
detectar DNA de HPV, foi observado 100% de correlacdo
entre o diagnéstico definido de lesdo intra-eptelial esqua-
mosa (SIL) confirmado pela equipe, e deteccdo de DNA de
HPV. Do mesmo modo, auséncia de atipia significativa foi
associada com baixa freqiiéncia de DNA de HPV, e a medida
que a freqiiéncia fosse aumentando, crescia paralelamente a
probabilidade de SIL. Portanto o teste de detecco viral con-
tribui para: 1- permitir ao patologista avaliar sua precisio
diagnéstica. 2- ensinar residentes a reconhecer critérios de
alteragdes morfolGgicas relacionadas ao HPV. 3- controle do
diagndstico do laboratério de citologia. Vale saber que em
virios estudos, 10-20 % de resultados positivos para HPV,
mas negativos na citologia foram reclassificados como posi-
tivos em revisdes (Kurman et al, 1994) .

CONCLUSAO

A biologia molecular e tecnologias relacionadas ti-
veram um avango espetacular nos dltimos anos, ao con-
trdrio da microscopia de rotina. A contribui¢io dos tes-
tes de DNA para HPV como triagem de mulheres com anor-
malidades de baixo grau ou diagnéstico impreciso em es-
fregacos de colo uterino parece ser valiosa, auxiliando
na conduta clinica.

O uso em larga escala dos testes para HPV necessi-
ta de resultados de estudos prospectivos em andamento
utilizando grandes popula¢des de pacientes de rotina
clinica. E esperado que os resultados tragam dados para
as expectlativas em relagdo ao valor dos testes para HPV
na triagem de precursores de cincer de colo uterino, sua
contribui¢do na triagem diagnéstica de pacientes com
laudos de citologia inconclusivos e para o controle de
qualidade da exceléncia em citopatologia.
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